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第１章 研究背景 
地球上の生物は環境汚染による環境ホルモンの影響によって、精巣ガンなどの
生殖器異常や精子数の減少、生殖異常などによって生殖の危機に瀕している
(Cholborn et al, 1997)。この問題を解決するためには環境ホルモンが生物の生殖
に与える影響を評価することは大切なことであるが、その前に生物の性決定・性
分化の詳細を知る必要がある。 
脊椎動物の性決定には、性染色体の組み合わせ(遺伝子)によって性が決まるもの
と温度などの環境条件によって性が決まるもの、の二種類が存在する。また、前
者の性決定様式には雄がヘテロに性染色体を持つ XY 型(XX/XY)の性決定様式と
雌がヘテロに性染色体を持つ ZW 型(ZZ/ZW)の性決定様式がある。このように脊
椎動物の性決定は種特異的で多様性に富んでいる。脊椎動物において生殖腺は最
も早く性的二形が形成される器官である。未分化生殖腺に対して種が固有でもつ
性決定期に様々な性関連遺伝子が働くことによって生殖腺の性分化が進行し、雄
の生殖腺では精巣が、雌の生殖腺では卵巣が形成される。ここで、性関連遺伝子
は脊椎動物種間で保存されているのに対して性決定遺伝子や遺伝子カスケードは
種特異的である。つまり、どの遺伝子が主役となり、そしてどのように性分化が
進行するのかを調べるのが性決定及び性分化の研究である。 
このような性決定及び性分化の研究を行う上で本研究において使用するツチガ
エルには大変ユニークな特徴がある。それは同種において XY 型の性決定様式と
ZW 型の性決定様式を持ち合わせているという特徴である(Nishioka et al, 1993)。
また、性ステロイドホルモンに対して感受性を示し、アンドロゲンによって雌か
ら雄(Sakamoto et al, 2016)、エストロゲンによって雄から雌への性転換を引き起
こすことができる(Ohtani et al, 2000)。性決定及び性分化の研究を行う上で、こ
れらのような面白い特徴を持つツチガエルであるが、マウスやアフリカツメガエ
ル、メダカといったいわゆる性決定のモデル動物ではなく野生種であるという問
題点がある。よって確立された実験手法や利用できる情報が少ないという問題点
がある。この問題を解決するためにこれまでに多くのツチガエルを用いた先行研
究が行われてきた。これらの先行研究のおかげで現在では性決定・性分化の研究
を行う上で必須である、多くの性関連遺伝子がツチガエルにおいて同定された。
また、研究を進める上で欠かすことのできない抗体などのリソースも利用可能で
ある。このように、性決定及び性分化の研究を進める上で必要となる情報やリソ
ースのあるツチガエルを用いて性決定及び性分化の研究を行うことは、複雑を極
める脊椎動物の性決定機構の解明に非常に大きな知見をもたらすことは間違いな
い。そこで本論文ではツチガエルにおける性決定及び性分化機構の詳細を明らか
にすることを目的として、第 2 章、第 3 章にて ZW 型ツチガエルの性ステロイド
ホルモンに対する感受性について調べ、第 4 章、第 5 章にて ZW 型ツチガエルの
性決定因子について調べた。そして第 6 章にてそれら全体の総括を行った。 
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第２章及び第 3 章 性ステロイドホルモンによる性転換 
(i)序論 
性ステロイドホルモンは脊椎動物の性分化に様々な影響をもたらすことが知ら
れている。特に、性ステロイドホルモンによる性転換の研究は魚類や本研究で使
用するツチガエルが属する両生類によって行われてきた。メダカを用いた性ステ
ロイドホルモンの研究では、メダカの性ステロイドホルモンに対する感受性が種
間や系統間で異なることが報告されている(Kobayashi et al, 2019)。また、カエ
ルをはじめとする両生類においても性ステロイドホルモンに対する感受性は種特
異的であることが知られている(Piprek et al, 2012)。そこで本研究ではツチガエ
ルの性ステロイドホルモンに対する感受性の詳細を調べることを目的として、以
下の研究を行なった。 
(ii)実験方法 
	 性決定期前から四肢が生えそろうまでの ZW 型ツチガエルの幼生の飼育水に
様々な濃度の Testosterone(T)及び Estradiol(E2)を添加し、変態期にて生殖腺サ
イズの測定、解剖・サンプリングを行った。それらのサンプルを用いて組織学的
解析や遺伝子発現解析を行なった。 
(iii)実験結果 
	 性ステロイドホルモン処理を行なった個体の生殖腺サイズを測定した結果、T
処理した雌の個体群において生殖腺サイズの T 濃度依存的な縮小が確認され、E2
処理を行なった雄の個体群において生殖腺サイズの E2 濃度依存的な肥大化が確
認できた。また、T、E2 ともに生殖腺の内部構造に大きなばらつきが生じる閾値
濃度が存在することが明らかとなった。 
この閾値濃度における生殖腺の内部構造を観察すると、生殖腺の性転換時の内
部構造変化の詳細を見ることができた。特に、生殖細胞特異的タンパク質である
抗 VASA 抗体を用いた染色図を確認すると、T による雄化性転換の場合、雌の生
殖腺に特徴的な大きな卵細胞の消失が皮質から始まり、やがて髄質へと広がり、
最後には完全に消失した。また、それに代わって雄の生殖腺に特徴的な小さな生
殖細胞が皮質から出現し、その増殖が髄質へと広がり、最後には生殖腺全体が小
さな生殖細胞となった。一方で E2 による雌化性転換の場合、雄の生殖腺に特徴
的な小さな生殖細胞の消失は髄質から始まり、その消失が皮質へと広がり、やが
ては生殖腺から小さな生殖細胞が完全に消失した。それに代わって雌の生殖腺に
特徴的な大きな卵細胞の出現が髄質から始まり、やがては生殖腺全体がこの大き
な卵細胞となった。つまり、T による雄化性転換の進行は皮質→髄質の順に進行
したのに対して E2 による雌化性転換は髄質→皮質に向かって進行した。それら
の生殖腺における遺伝子発現解析を行うと、T によって雄化性転換が進行した生
殖腺では雄化に関わる遺伝子の発現上昇が確認された。また、雌化に関わる遺伝
子の発現量の減少が確認された。一方、E2 処理ではその逆が確認された。 
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第 4 章及び第５章 性ステロイドホルモンによる性決定 
(i)序論 
現在までに脊椎動物種において、8 つの遺伝子が性決定遺伝子もしくは性決定遺
伝子候補として報告されている。一方で、本研究で使用するツチガエルにおいて
は Androgen Receptor (AR)遺伝子が性決定遺伝子候補として報告されている
(Yokoyama et al, 2009)。そこで雌個体への AR 遺伝子の人為的導入を行うと、雌
個体の生殖腺では不完全な生殖腺の雄化が観察された(Fujii et al, 2014)。ここで
起きた不完全な生殖腺の雄化は雌個体における Androgen 量の不足に起因すると
考えられる。そこで本章では Androgen 及び AR が ZW 型ツチガエルの性決定因
子であるかを調べることを目的として以下の実験を行った。 
(ii)実験方法(各数字は以下の実験結果に対応する) 
(1) AR 遺伝子人為的導入個体への低濃度 T 処理 
(2) AR 遺伝子ノックダウン個体への高濃度 T 処理 
(3) エストロゲン合成酵素(アロマターゼ)ノックダウン個体への E2 処理 
(iii)実験結果 
	 (1)AR 遺伝子を人為的に導入し、低濃度 T 処理を行った生殖腺サイズは AR 遺
伝子を人為的に導入していない個体の生殖腺と比べて有為に縮小し、それらの個
体の生殖腺の中には雄の生殖腺と同等のサイズまで縮小している個体も観察でき
た。またその個体の生殖腺内部構造を確認すると、生殖腺は精巣構造を形成した。
さらに、雄化に関わる性関連遺伝子の発現上昇を確認した。(2)AR 遺伝子をノッ
クダウンし、高濃度 T 処理を行った雌個体の生殖腺のサイズは AR 遺伝子をノッ
クダウンしていない個体群に比べてその T による縮小が抑えられた。また、これ
らの生殖腺の内部構造は卵巣構造を呈した。さらに、T による雄化遺伝子の発現
上昇や雌化遺伝子の発現量の減少が抑えられていた。(3)アロマターゼをノックダ
ウンした雄個体の生殖腺では E2 による生殖腺の肥大化が抑えられた。また、そ
れらの個体の生殖腺の内部構造の雌化も抑えられることがわかった。さらにそれ
らの生殖腺では E2 による雄化に関わる遺伝子の発現量の減少及び、雌化に関わ
る遺伝子の発現量の上昇が抑えられていた。これらの結果は、E2 に変換されなく
なった T が雄個体内に蓄積し、E2 に対する抵抗性が高まった結果と考えられる。 
第 6 章 総括 
第 2 章及び第 3 章では、T による雄化性転換と E2 による雌化性転換では生殖腺
内部構造の性転換の進行が真逆であるという結果を得た。この結果は、生殖腺に
おける生殖細胞の配列に起因すると考えられる。 
第 4 章及び第 5 章の結果から、Androgen 及び Androgen Receptor が ZW 型ツ
チガエルの性決定因子である可能性が示唆された。性ステロイドホルモン及びそ
の受容体が脊椎動物の性決定因子となる報告は本研究が初めてであり、本論文の
結果は複雑を極める脊椎動物の性決定・性分化に新しい理解をもたらした。
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